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以上のような背景に基づいて、以下の 3 点について研究を行った。 
1. 気管支平滑筋における BKCa チャネル修飾サブユニットγ1 の生理機能の解明 
2. 一分子イメージングシステムを用いた BKγ1 のストイキオメトリーの解析 
3. ヒト膵神経内分泌腫瘍由来 QGP-1 細胞における BKCaチャネルの機能解析 
実験の結果、以下のような知見を得た。 
1. 気管支平滑筋において、BKγ1 サブユニットが BKCa チャネル修飾サブユニットとして





2. １つの BKCaチャネル複合体において、BKγ1 は最大 4 分子会合することが示唆された。
また、BKγ1 サブユニットとの複合体形成により BKαの分子挙動が安定化することが示
された。本研究成果は、BKCa チャネル修飾サブユニットによる活性化機構の理解や、
BKCa チャネルおよび BKγ1 を標的とした創薬研究において有用な知見と成り得ると考
えられる。 
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1-1 大コンダクタンス Ca2+活性化 K+（BKCa）チャネル 
BKCa チャネルは、神経、筋（心筋を除く）、がんなどの幅広い組織に発現しており、
生理機能や病態形成に関与している(Cui et al., 2009)。BKCaチャネルは、Ca2+活性化 K+




BKCa チャネルは、ポアサブユニットであるαサブユニット（BKα）が 4 量体を形成す
ることでチャネルとして機能している。BKαは単一遺伝子にコードされており、BKCa チ
ャネルの組織間での活性の多様性を生み出し様々な生理機能へ寄与を可能にしている
のは、修飾サブユニットやスプライシング、リン酸化等の制御機構である(Kyle & Braun, 
2014)。その中でも、BKCa チャネルの修飾サブユニットは組織によって異なる発現分布
を示し、組織特異的な BKCa チャネルの活性調節機構において重要である(Contreras et al., 
2013)。その修飾サブユニットとして、2 回膜貫通型のβサブユニット（BKβ）が知られ
ており(Orio et al., 2002)、BKαと複合体を形成することで BKCa チャネルの電位感受性
や Ca2+感受性を制御している(Contreras et al., 2013; Li & Yan, 2016; Latorre et al., 2017)。





近年、leucine-rich repeat containing protein（LRRC）26 が BKCaチャネルの修飾サブユ
ニットとして機能することが明らかとなった(Yan & Aldrich, 2010)。その後、400 以上存
在する LRRC protein の中から、LRRC26 と構造が類似した 3 種類のタンパク質（LRRC52, 
LRRC55, LRRC38）が LRRC26 と同様に BKCa チャネルの修飾サブユニットとしての機
能も持つことが明らかとなった。そして、LRRC26 を含めた 4 種類のタンパク質は BKCa
チャネルのγサブユニット（BKγ）と命名された（LRRC26, 52, 55, 38 の順に BKγ1, 2, 3, 
4）(Yan & Aldrich, 2012)。BKγは、小胞体膜上では 2 回膜貫通構造であり、膜移行配列で
ある signal peptide 配列を signal peptidase によって切断されることで細胞膜へ移行し、1





回膜貫通型構造をとる（図 1）(Tuteja, 2005; Yan & Aldrich, 2010; Chan et al., 2011)。BKγ1
の細胞内 C 末端領域が BKαに結合することが報告されている(Li et al., 2015)。 
BKCa チャネルは、BKαのみから構成される場合には、生理的な細胞膜電位や[Ca2+]iで
ほとんど活性化せず、修飾サブユニットと結合することで生理的条件下での活性化が可
能になる。しかし、ΒΚβによる BKCa チャネルの電位感受性および[Ca2+]i 感受性の亢進
は、一部の細胞では BKCa チャネルを活性化するためには不十分であった。 
新たに発見された BKγは、これまで知られていた BKβよりも非常に強力な BKCa チャ
ネルの電位感受性亢進作用を有し、[Ca2+]i =0 の条件においても-30~-10 mV で BKCa チャ
ネルを活性化する。しかし、BKγの発現分布や生理機能、病態との関連は、未だ明らか
になっていない部分が多いのが現状である。 
以上のような背景に基づいて、以下の 3 点について研究を行った。 
1. 気管支平滑筋における BKCa チャネル修飾サブユニットγ1 の生理機能の解明 
2. 一分子イメージングシステムを用いた BKγ1 のストイキオメトリーの解析 
3. ヒト膵神経内分泌腫瘍由来 QGP-1 細胞における BKCa チャネルの機能解析 
 
1-3 研究の背景 
1. 気管支平滑筋における BKCaチャネル修飾サブユニットγ1 の生理機能の解明 
平滑筋は、血管、気管支、消化器、泌尿器など多くの組織を構成する。しかし、同じ
平滑筋であるにもかかわらず、組織ごとに電気的興奮性が大きく異なるため、刺激に対
する収縮性に違いが生じる（表 2）。その電気的興奮性は VDCC の発現量に比例すると
考えられていた。しかし、気管支平滑筋のような電気的興奮性が低いにもかかわらず
VDCC の活性が高い組織も存在し、一貫しなかった。その要因として、BKCa チャネルの
 表 2. 平滑筋組織の電気的興奮性と収縮の特徴 
 図 1 BK γ1 サブユニットの構造 
BKγ1 サブユニットの分子構造を示し
た。左側には、小胞体膜（SR membrane）
上の BK γ1 の構造を示した。破線で示し
た領域に signal peptide 配列が存在し、






















2. 一分子イメージングシステムを用いた BKγ1 のストイキオメトリーの解析 
イオンチャネル等の膜タンパク質には、修飾サブユニットのような補助タンパク質と
複合体を形成することで機能するものが数多く存在し、BKCa チャネルもその一つであ
る。BKCa チャネルは、BKαサブユニットが 4 量体でチャネル孔を形成し、１つのチャ
ネル複合体として機能している。BKαは、7 回膜貫通型であり第 4 膜貫通領域（S4 領
域）に電位センター、細胞内領域には Ca2+センサーとして働く 2 つの regulator of 
potassium conductance（RCK）ドメインを有している（図 2）。これらが、膜電位変化や
[Ca2+]i上昇を感知し、BKCa チャネルのコンフォメーションを変化させることで、チャネ




図2. BKαおよびBKβの構造とBKCaチャネル複合体の模式図  
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これまでに、BKβが BKαと 1:1 で結合し、1 つの BKCa チャネル複合体に対して 4 つ
の BKβが結合するというストイキオメトリーが明らかになっている(Knaus et al., 1994)。
生理的な条件では、BKβは 1 つの BKCa チャネル複合体に対して 1~4 つが結合し、BKβ




近年新たに同定された BKγ1 は、BKCa チャネル複合体に最大 4 つ結合することや、
BKγ1 が 1 つ結合するだけで最大のチャネル活性化作用を発揮することが報告されてい








割合は 1～2％である(Metz & Jensen, 2008)。p-NET は、ホルモンの過剰分泌による症状
の有無によって臨床的に「機能性」と「非機能性」に分類される。 





70%で肝転移やリンパ節転移が認められる(Falconi et al., 2016)。ソマトスタチノーマは、
p-NET の中でも非常に稀な腫瘍であり、p-NET の中で占める割合は、5％未満である
(Orditura et al., 2016)。そのため、ソマトスタチノーマの病態生理学的知見は乏しいの
が現状である。 
既存治療では外科的な切除を第一選択とし、切除不能の場合や転移が認められた際に
薬物治療を行う(Chatzipantelis et al., 2009; Kloppel et al., 2009)。しかし、ソマトスタチノ







調節することで、細胞増殖や遊走に寄与していることが報告されている(Rosa et al., 
2017; Goda et al., 2018)。BKγ1 は、BKCa チャネルの修飾サブユニットとして同定される
以前より、Cytokeratin-associated protein （CAPC）と呼ばれ、がん細胞で発現するがんマ
ーカーの一種として知られていた(Liu et al., 2012)。前立腺がん由来 LNCaP 細胞では、
LRRC26 が BKCaチャネル機能を介さずに直接的に NF-κB シグナル経路を抑制すること
で、がん細胞の増殖や遊走を減弱させることが報告されている(Liu et al., 2012)。また、
乳がん細胞では、特にトリプルネガティブの乳がん細胞において LRRC26 の遺伝子発
現が DNA のプロモーター領域のメチル化によって抑制されており、LRRC26 の発現量
ががんの悪性度と反比例することが報告されている(Miyagawa et al., 2018)。このように、

















ら購入した。10%ウシ胎児血清（FBS; ニチレイ）、100 U/ml ペニシリン（Wako）、100 
µg/ml ストレプトマイシン（Meiji Seika ファルマ）を加えた DMEM 培地中で 37℃に保
ち、培養した。蛍光標識したBKCaチャネル各サブユニットを組み込んだプラスミドDNA
は、リポフェクション法（Lipofectamine 2000、Invitrogen）を用いて遺伝子導入した（単
独発現時：2 µg、共発現時：各 2 µg）。実験は、遺伝子導入の 12~48 h 後に行った。 
（２）気管支平滑筋組織 
C57BL/6 マウス（雄性、8~14 週齢）から気管支平滑筋組織を摘出し、100 U/ml ペニ
シリン、100 µg/ml ストレプトマイシンを加えた無血清 DMEM 培地中で 37℃に保ち、
培養した。そこにアデノ随伴ウイルス（AAV）を加え、細胞に感染させた。24 h 後に培
地交換し、72～96 h 後に実験に用いた。 
（３）QGP-1 細胞 
ヒト膵神経内分泌腫瘍由来細胞（QGP-1 細胞）を、ヒューマンサイエンス研究資源バ
ンクから購入した。10%（FBS）、100 U/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイシン





これを Ca2+-Mg2+除去 Hank’s 溶液中で 10 min、37℃で保温した。0.3％コラゲナーゼ
（Wako）、0.2%パパイン（sigma）、0.2%ジチオトレイトール（Wako）、0.1%BSA を含ん




ヒト由来の BKCa チャネルαサブユニット（BKα; KCNMA1）及びβ1 サブユニット
（BKβ1; KCNMB1）、γ1 サブユニット（BKγ1; LRRC26）の N 末端または、C 末端に GFP、
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mCherry 、 YFP 、 CFP （ pAcGFP-N1, pmCherry-N1, pEYFP-C1, pECFP-N1; Clontech 
Laboratories）を融合させた。また、BKαの C 末端と BKγ1 の N 末端を融合させた BKα-
γ1 fusion 体を作製した。 
BKαと BKγ1 を別々のベクターに組込みトランスフェクションした際、BKCa チャネル
の活性化曲線は 2 成分になることが報告されている(Yan & Aldrich, 2010)（図 3）。これ
は、BKγ1 と会合している BKCa チャネルの割合が少ないためであると考えられる。一
方、BKαの C 末端と BKγ1 の N 末端を融合させると活性化曲線は 1 成分になる。そこ
で、図 4 のような BKαと BKγ1 の融合体（BKα-γ1 fusion 体）を作製し、実験に用いた。 
 
図 3. BKCaチャネル活性化曲線 
（A）BKαと BKγ1 を別々のベクターに組込みトランスフェクションした際の活性化曲線を
示した。2 つの V1/2 を持つ Double Boltzmann の式に fitting できる。（B）BKα-γ1fusion
体の際の活性化曲線を示した。BKαの C 末端と BKγ1 の N 末端を融合することで、活性化
曲線は Single Boltzmann の式に fitting できる(Yan & Aldrich, 2010)。 
 
 
図 4. 作製した BKα-γ1 fusion 体の模式図 






2-5 定量的 Real-time PCR 法 
C57BL/6 マウス（雄性、8~14 週齢）から組織を摘出し、AGPC（acid guanidinium 
thiocyanate-phenol-chloroform）法により total RNA を抽出し、Rever Tra Ace（TOYOBO）
を用い、cDNA 合成を行った。定量的 Real-time PCR 解析は、ABI7000 システム（Applied 
Biosystems）と Light Cycler96（Roche）を用いて行った。サイバーグリーンアッセイ法
を用いて、サイクル毎の蛍光強度を測定し、相対的な mRNA 発現量を内在性標準遺伝
子（mgapdh, hACTB）の mRNA 発現量で規格化した。本実験で用いたプライマー配列は
表 3 に示す。 
 
2-6 Western blot 法 
（１）気管支平滑筋 
膜分画を調製し、タンパク質定量キット（Bio-Rad）によりタンパク質含有量を測定し
た。タンパク質試料を 7.5% SDS-PAGE（Bio-Rad）により分画化し、ニトロセルロース 
膜（Bio-Rad）に転写した。ニトロセルロース膜は Blocking buffer（Beacle）で 12 h、
4℃でブロッキングした後、測定対象のタンパク質特異的な一次抗体を Signal Booster 
solusion A（Beacle）に懸濁した溶液に浸し、12 h、4℃でインキュベートした。その後、
PBS/ 0.1% Tween20 で 10 min の洗浄を 3 回繰り返した後、各一次抗体に対応した二次抗
体を Signal Booster solusion B に懸濁した溶液に浸し、1 h、4℃でインキュベートした。
その後、Tween-PBS で 10 min の洗浄を 3 回繰り返し、ECL 検出システム（Amercham 
Pharmacia）、Image Reader（Las 3000, FUJIFILM）を用いて可視化した。 
一次抗体は、以下に示したものを使用した。 
 抗 BKαウサギ抗体（APC-107; Alomone）; 1:200 dilution 
 抗 BKγ1 ヤギ抗体（sc-132325; Santa cruz biotechnology）; 1:100 dilution 
 抗β-actin マウス抗体（A1978; Sigma Aldrich）; 1:5000 
二次抗体は、以下に示す。 
 抗ウサギ IgG 抗体（Chemicon International）; 1:5000 dilution 
 抗ヤギ IgG 抗体（Chemicon International）; 1:5000 dilution 



















ース膜（Bio-Rad）に転写した。ニトロセルロース膜は 1×Tris Buffered Saline with Tween 
20（TBST）を溶媒とした 5%スキムミルク（雪印乳業）で 1 h、4℃でブロッキングした
後、測定対象のタンパク質特異的な一次抗体を 5%スキムミルクに懸濁した溶液に浸し、
12 h、4℃で振盪した。その後、1×TBST で 10 min の洗浄を 3 回繰り返した後、各一次
抗体に対応した二次抗体を 5%スキムミルクに懸濁した溶液に浸し、1 h、4℃で振盪し
た。その後、1×TBST で 10 min の洗浄を 3 回繰り返し、ECL 検出システム（Amercham 
Pharmacia）、Image Reader（Las 3000, FUJIFILM）を用いて可視化した。 
一次抗体は、以下に示したものを使用した。 
 抗 BKαウサギ抗体（APC-107; Alomone）; 1:200 dilution 
 抗 BKγ1 ウサギ抗体（ab124181; Abcam）; 1:200 dilution 
 抗β-actin マウス抗体（A1978; Sigma Aldrich）; 1:5000 
二次抗体は、以下に示す。 
 抗ウサギ IgG（Chemicon International）; 1:5000 dilution 
 抗マウス IgG 抗体（Chemicon International）; 1:5000 dilution 
 
2-7 免疫抗体染色法 
急性単離した気管支平滑筋細胞、および QGP-1 細胞を 2%パラホルムアルデヒドで固
定した後、PBS（-）で洗浄した。BKα、BKγ1 特異的な一次抗体、0.1% Triton X-100、1%
正常ヤギ血清含有 PBS 溶液中に 12 h、4℃で暴露した。 
一次抗体溶液を加え、目的のタンパク質を標識した。一次抗体溶液を洗浄した後、二
次抗体溶液を加えた。二次抗体溶液を洗浄した後、Nikon 共焦点レーザー顕微鏡を用い
て蛍光画像を取得した。また、QGP-1 細胞を用いた実験の際に、BKα抗体と BKγ1 抗体
が共にウサギ抗体であったため、Hilyte Fluor 555 Labeling Kit-NH2（Dojindo Molecular 
Technologies）を用いて BKα抗体に Hilyte Fluor 555 を結合させたものを使用した。 
一次抗体は、以下に示した。 
 抗 BKαウサギ抗体（APC-107; Alomone）; 1:100 dilution  
 抗 BKγ1 ウサギ抗体（sc-132325; Santa cruz biotechnology）; 1:50 dilution 
二次抗体は、以下に示した。 
 BKγ1: Alexa Fluor488 anti-Goat IgG（Invitrogen）; 1:200 dilution 
 
2-8 shRNA ノックダウン 
標的遺伝子の shRNA を設計し、pAAV-U6 ベクター（Takara）に挿入した。作製した
プラスミドは、Lenti-X 293T 細胞に pHelper 及び piRC ベクターと共に PEI MAX
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（Polysciences）を用いてトランスフェクションした。72 h 後に AAV を AAVpro Extraction 
Solution（Takara）を用いて精製した。気管支組織を DMEM 培地で組織培養し、AAV を





2-9 siRNA ノックダウン 
標的遺伝子の siRNA の設計をニッポンジーンに委託し、購入した。siRNA を
Lipofectamine RNAiMAX reagent（Invitrogen）を用いて QGP-1 細胞にトランスフェクシ
ョンし、4 h 後に培地交換を行った。また、48-72 h 後、実験に使用した。 
使用した配列を以下に示す。 




発された Whole-cell patch clamp 法を用いた(Hamill et al., 1981)。測定には、ホールセル
パッチクランプ増幅器（CEZ-2400; 日本光電）、アナログ-デジタル変換器（Digidata 





2-11 全反射蛍光顕微鏡（TIRF 顕微鏡） 
蛍光標識をしたイオンチャネルの一分子可視化には、TIRF 顕微鏡システム（Nikon, 
TE2000-U; 浜松ホトニクス製画像解析ソフト、 AQUACOSMOS 2.6）を用いた。対物レ
ンズは 60 倍（CFI Plan Apo TIRF 60×/1.45, Nikon）または 100 倍（CFI Plan Apo TIRF 
100×/1.49, Nikon）の油浸レンズを用いた。画像解像度は、71～107 nm/pixel、Z 軸方向に
200 nm 以内に存在する蛍光粒子を観察した。 
 
2-12 サブユニット数の推定（GFP ブリーチング法） 
蛍光スポット中に存在する GFP で標識したサブユニット数を推定するために、GFP
ブリーチング法を用いた。GFP で蛍光標識した BKCa チャネルの各種サブユニットを
HEK293 細胞にリポフェクション法を用いて遺伝子導入した。遺伝子導入後、12~18 h 後





AQUACOSMOS ソフトウェアを用いた。取得した蛍光画像のうちの最初の 5 枚を平均
化し、蛍光スポットの中で最大の蛍光強度を示すピクセルを中心とした 3×3 ピクセルを












とみなすことができるため、2 次元面では、時間 t における粒子の移動距離を r、座標
を X, Y とすると、拡散係数 D は以下の式で表すことが出来る。 




2-14 Operetta を用いた細胞数測定 
 96 well プレートに 5000 cell/well で細胞を播種し、解析は 3 well の平均値を 1 例とし
て行った。Hoechist33342 を用いて細胞核を染色し、Operetta System（Perkin Elmer）を用




 10 µΜ fluo-4 AM 体（Invitrogen）を室温で 30 min 静置することで細胞内に導入した。
その後、Confocal 顕微鏡を用いて[Ca2+]i濃度変化を測定した。蛍光強度の解析は、バッ
クグラウンドの蛍光強度を減算した後、細胞外液を 0 mM Ca2+ HEPES 緩衝溶液に置換
した際の蛍光強度（F0）として、蛍光強度（F）を規格化した。 
 
2-16 BrdU 陽性細胞数の割合の算出 
 96 well プレートに 5000cell/well で細胞を播種し、72h 後に培地に Bromodeoxyuridine
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（BrdU; Roche）を添加した。1h 後にエタノールを加え、10 min 間静置して細胞を固定
した。その後、2 N HCl を加え、PBS(-)で洗浄し、5％BSA（Sigma Aldrich）を加えて 30min
間静置した。5％BSA に抗 BrdU 抗体（Roche）を 10 倍希釈した溶液を加えて、4℃、12h
暴露させた。PBS(-)で洗浄した後、共焦点レーザー顕微鏡で細胞を観察し、画像を取得
した。 
 ImageJ を用いて、Hoechist33342 により染色された細胞数および BrdU 陽性細胞数を





 PBS（-）: 137 NaCl, 8.1 Na2HPO4・12H2O, 2.68 KCl, 1.47 KH2PO4 
 Ca2+-Mg2+free Hank’s 溶液: 137 NaCl, 5.4 KCl, 0.17 Na2HPO4, 0.44 KH2PO4, 4.2 NaHCO3, 
5.6 Glucose 
 電極内液（pCa 6.5）: 140 KCl, 3.19 CaCl2, 2.8 MgCl2, 5 EGTA, 10 HEPES, 2 Na2ATP （pH 
7.2 with KOH） 
 電極内液（pCa 8.0）: 140 KCl, 0.265 CaCl2, 2.8 MgCl2, 5 EGTA, 10 HEPES, 2 Na2ATP 
（pH 7.2 with KOH） 
 細胞外液（2.2 mM Ca2+ HEPES 緩衝溶液）: 137 NaCl, 5.9 KCl, 2.2 CaCl2, 1.2 MgCl2, 14 
glucose, 10 HEPES （pH 7.4 with NaOH）  
 細胞外液（0 mM Ca2+ HEPES 緩衝溶液）: 137 NaCl, 5.9 KCl, 1.2 MgCl2, 1 EGTA, 14 




 Paxilline（Tocris Bioscience） 
 Mallotoxin（Sigma Aldrich） 
 YM58483（Tocris Bioscience） 





test を行い、2 群が等分散であった場合は Student’s t-test を用い、非等分散であった場合
は Welch’s t-test を行った。3 群以上の検定にはチューキーの多重比較法を用いた。図中





1. 気管支平滑筋における BKCaチャネル修飾サブユニットγ1 の生理機能の解明 
 
1-1 気管支平滑筋細胞（mBSMC）において BKγ1 が高発現している。 
Real-time PCR 法を用いて、マウス平滑筋組織における BKCaチャネルの構成サブユニ
ットの発現解析を行った。その結果、平滑筋のなかでも特に気管支平滑筋（mBSM）に
おいて BKγ1 の mRNA が特異的に高発現していることが明らかになった（図 5A-B）。
気道平滑筋と mBSM における BKγ1 の発現を比較した（図 5C）。その結果、気道平滑筋
と比較して mBSM では BKγ1 の発現が多いことが明らかになった。 
以降の実験では、気管支平滑筋（mBSM）に着目し、実験を行った。また、対照群と
して BKγ1 の発現がほとんど認められなかった大動脈平滑筋（mASM）を使用した。
Western blot 法の結果より、mBSM において BKγ1 がタンパク質レベルで発現している




図 5. マウス各種平滑筋における BKCaチャネル構成サブユニットの発現解析 
（A）Real-time PCR 法による mBSM における BKγ1-4 の発現解析（N=3）、（B）マウス各
種平滑筋におけるBKCaチャネル構成サブユニット（BKαおよびβ1、γ1）の発現解析（N=4~5）、
（C）mBSM とマウス気道平滑筋における BKγ1 の発現解析、（D）Western blot 法を用い
た mBSM 及び mASM における BKα、β1、γ1、β-actin の発現解析、（E）mBSMC および





では、細胞膜上において BKγ1 が発現し、BKαと共局在しているが明らかになった。 
一方、大動脈平滑筋細胞（mASMC）においては BKγ1 の発現は認められなかった（図
5E）。以上の結果から、mBSMC で BKγ1 が高発現していることが明らかになった。 
 
1-2 mBSMC において BKαと BKγ1 は相互作用している。 
気管支平滑筋において BKγ1 が BKCa チャネルの修飾サブユニットとして機能してい
るかを明らかにするために、BKαと BKγ1 の分子間相互作用を調べた。ラット気管支
平滑筋組織（rBSM）を用いて共免疫沈降法を行った結果、rBSM における BKαと
BKγ1 の相互作用が明らかになった（図 6A）。次に、mBSMC を用いて二重免疫染色法
を行った。TIRF 顕微鏡で観察し、細胞膜上に存在する分子のみを可視化することで
BKαと BKγ1 の共局在率を算出した。その結果、mBSMC において、両分子が細胞膜上














1-3 mBSMC において BKCaチャネルは低[Ca2+]i条件でも活性化する。 
mBSMC において BKγ1 が機能発現していることを明らかにするために、Whole-cell 
patch clamp 法を用いて電流測定を行った。ガラス電極内液の[Ca2+]iを 10 nM（pCa 8.0）
に固定することで、BKγ1 と結合する BKCa チャネルのみが活性化する条件で実験を行っ
た(Yan & Aldrich, 2010)。その結果、mBSMC において mASMC と比べて大きな外向き電
流が観察された（図 7A）。BKCa チャネル阻害薬である 1 µM paxilline（PAX）を適用し
た結果、mBSMC では電流が抑制された（図 7A-C）。一方、mASMC においてはほとん
 
図 7. pCa 8.0 における mBSMC 及び mAMSC での BKCaチャネル電流 
（A）mBSMC 及び mAMSC における電流原図、（B）mBSMC 及び mAMSC における PAX
適用前（Control）及び PAX 適用後の電流-電圧曲線（mBSMC、n=10; mASMC、n=7）、（C）
B の mBSMC 及び mAMSC における PAX 適用前（Control）及び PAX 適用後の 0 mV 及び
50 mV での電流密度、*p< 0.05 vs. Control、（D）mBSMC 及び mAMSC における PAX 感
受性電流-電圧曲線（mBSMC、n=10; mASMC、n=7）、（E）D の mBSMC 及び mAMSC に




ど抑制されなかった。mBSMC における PAX 感受性電流は、0 mV および 50 mV どちら
においても、mASMC における電流よりも大きかった（図 7D, E）。 
mBSMC において、電位依存性 Ca2+チャネル（VDCC）電流が観察された（図 8A）。
そのため、BKCa チャネルが VDCC を介した Ca2+流入によって活性化されていないかを
調べた。mBSMCで観察された外向き電流は、VDCCの阻害薬である 1µM nifedipine（NIF）
の適用により変化しなかった（図 8A）。0 mV と 50 mV における PAX 感受性電流は、1 
µM NIF の適用によって変化しなかった（図 8B）。 

















図 8. pCa 8.0 における mBSMC での BKCa電流に対する nifedipine の効果 
（A）pCa 8.0 における mBSMC での 1 µM NIF 適用前後の電流密度（n=5）、（B）pCa 8.0
における mBSMC での 1 µM NIF 存在下及び非存在下における PAX 感受性電流密度




1-4 mBSMC における BKCaチャネルは低電位から活性化する。 
BKγ1 の機能を評価するために、mBSMC と mASMC における pCa 8.0 での BKCa チャ
ネルの電位感受性を調べた。Whole-cell patch clamp 法を適用し、mBSMC は保持電位を
-60 mV として、-50 mV から 10 mV 間隔で+50 mV まで 80 ms の脱分極刺激を 5 ms 毎に
与えた後、-40 mV に固定することで流れる末尾電流を解析した。また、mASMC は保持
電位を-60 mV として、-100 mV から 10 mV 間隔で+100 mV まで 80 ms の脱分極刺激を
5 ms 毎に与えた後、-40 mV に固定することで流れる末尾電流を解析した（図 9）。得ら
れた末尾電流から BKCa チャネル由来の電流成分のみを抽出するため、1 µM PAX 感受
性電流を解析に使用した。末尾電流のピークを解析した結果を、Single Boltzmann の式
に fitting することで活性化曲線を作成した（図 10B, C）。同じ実験条件における BKCa チ
ャネル活性化に対する修飾サブユニットの寄与を調べるために、HEK293 細胞に hBKα、
hBKα+BKβ1, BKα+BKγ1, BKα+BKβ1+BKγ1 を一過性発現させ、各細胞における BKCaチ
ャネルの電位感受性を解析した（図 10A-C）。 
mASMC および BKα、BKα+BKβ1 における 50%活性化電位（V1/2）は、mBSMC にお
ける V1/2と比べてよりも高電位側であった（図 10C）。一方、BKα+BKγ1 の V1/2の値は、
mBSMC と比較して有意な差は認められなかった。また、BKα+BKβ1+BKγ1 の V1/2 は、
mBSMC と BKα+BKγ1 よりもより高電位側であった。 
 以上の結果から、mBSMC における BKCa チャネルは低[Ca2+]iにおいて-10 mV 程度の
低電位側において活性化することが明らかになった。 
 
図 9. pCa 8.0 に お け る
















図 10. pCa 8.0 における各種細胞における BKCaチャネル活性化曲線 
（A）HEK293 細胞に BKCaチャネル構成サブユニットを発現させた際の電流原図、
及び末尾電流（B）図 9と図 10Aの末尾電流を解析し、得られた活性化曲線、（mBSMC, 
n=5; mASMC, n=5; BKα, n=5; BKα+β1, n=5; BKα+γ1, n=5; BKα+β1+γ1, n=4）（C）





1-5 mBSMC における BKCaチャネルは mallotoxin に対して低感受性である。 
 BKCa チャネル活性化薬である mallotoxin（MTX）は、BKCaチャネル複合体に BKγ1 が
結合することによってその BKCa チャネル活性化作用が減弱することが報告されている
(Almassy & Begenisich, 2012)。そこで、Whole-cell patch clamp 法を用いて mBSMC およ
び mASMC における BKCa チャネルの MTX 感受性を調べた。[Ca2+]iを pCa 8.0 に固定し
た条件において mASMC で観察された電流は、3 µM MTX の適用によって増強された。
そして、その電流は 1 µM PAX を加えたことで、抑制された（図 11A, B）。一方、mBSMC
では mASMC と比較して MTX による電流増強作用が弱かった。図 11A の 50 mV にお
ける MTX 存在下での PAX 感受性電流成分の大きさを解析することで、mBSMC と
mASMC における BKCaチャネル活性化作用の用量作用曲線を作成した（図 11C）。MTX
適用前の各細胞における BKCa チャネル電流量を 1 として、MTX 適用により増大した
BKCa 電流量を規格化した（図 11C）。その結果、MTX による BKCa 電流の増加率は、
mASMC よりも mBSMC において有意に小さいことが示された。 
以上の結果から、mBSMC における BKCa チャネルの MTX に対する感受性は mASMC





















図 11. pCa 8.0 における mBSMC 及び mAMSC の MTX 感受性 
（A）mBSMC 及び mAMSC における電流原図、（B）MTX によって活性化された 1 
µM PAX 感受性電流成分の電流-電圧曲線（mBSMC、n=4; mASMC、n=6）（C）各 MTX
濃度における PAX 感受性電流の大きさを MTX 適用前（Control）を 1 として規格化




1-6 mBSMC における BKγ1 ノックダウンにより BKCaチャネル活性が低下する。 
アデノ随伴ウイルス（AAV）を用いて、mBSM に BKγ1 特異的 shRNA（shBKγ1）を
導入し、BKγ1 のノックダウンを行った。AAV の感染は、共焦点レーザー顕微鏡を用い
て、mBSM における GFP（AAV ベクターに組込まれている）の蛍光を観察することで
確認した（図 12A）。発現解析の結果、shBKγ1 では対照群（shControl）と比べて BKγ1
の mRNA 及びタンパク質発現量が有意に減少した（図 12B-D）。shBKγ1 を処置した気
管支平滑筋組織から mBSMC を単離し、Whole-cell patch clamp 法による膜電流固定法に
よる膜電位測定を行った。その結果、1 µM PAX により誘発される脱分極は、shBKγ1 に
おいて抑制された（図 12E, F）。 
次に、Whole-cell patch clamp 法を用いて電流測定を行った。その結果、[Ca2+]i = 10 nM
において shBKγ1では BKCa 電流が減少した（図 12G, I）。また、shBKγ1 では MTX の適

























図 12. mBSMC における BKγ1 の BKCaチャネル活性への寄与 
（A）BSM が AAV に感染したかを AAV ベクターに組込まれている GFP の発現により確
認した。共焦点レーザー顕微鏡を用いて GFP の蛍光を観察した。（B）Real-time PCR 法
を用いた BKCaチャネル構成サブユニットの発現解析（N=3）、（C）Whole-cell patch clamp
法による発現解析、（D）C の結果を定量解析し、shBKγ1 の結果を shControl の値で規格
化した（N=4）、（E）Whole-cell patch clamp 法による膜電位測定の原図、（F）各細胞群に
おいて 1 µM PAX の適用によって起きた脱分極の大きさ（n=3）、*p<0.05 vs. shControl、
（G）Whole-cell patch clamp 法を用いた電流測定の原図、（H）各細胞群における 1 µM 
MTX によって増大した PAX 感受性電流-電圧曲線（n=4）、（I）H の 50 mV における PAX

















気道平滑筋における BKβ1 ノックアウトマウスでは、BKCa チャネル活性が減弱する
ことや、気道平滑筋の BKCa チャネル活性に対する BKβ1 の重要性も報告されている
(Semenov et al., 2006)。今回の実験結果と過去の報告より、気管支平滑筋における BKβ1
と BKγ1 の両サブユニットの重要性が示されているが、両者の関係性に関しては今後更
なる検討が必要であると考えられる。 
気管支平滑筋においては BKγ1 の発現により、BKCa チャネルは静止状態での活性化が
可能になるということから、平滑筋組織間での修飾サブユニットの発現の違いには、平
滑筋組織間での Ca2+マイクロドメインの形成や Ca2+ spark の頻度が関係していると推察
される。BKαと BKβ1 から構成される BKCaチャネル（BKα+β1）は、生理的条件での膜
電位と[Ca2+]i では活性が低いため、Ca2+マイクロドメインによって局所的な高[Ca2+]i を
生み出すことで BKCa チャネル活性を亢進させ筋緊張を制御している(Suzuki et al., 2013)。
 
図 13. 気管支平滑筋の収縮制御機構の概念図 




一方、気管支平滑筋では静止状態における BKCa チャネル活性を維持するために BKγ1
が発現することで BKCaチャネル活性を保っていると考えられる。 
 
BKγ1 とβ1 の共発現時の相互作用 
電気生理学的解析の結果より、気管支平滑筋における BKCa チャネルは低[Ca2+]i にお
いて、-10 mV に近い比較的低電位において活性化することが明らかになった（図 7）。
一方で、大動脈平滑筋においてはそのような BKCa チャネル電流は認められなかった。
BKCa チャネルの活性化曲線の結果より、HEK293 細胞に BKαと BKγ1 を共発現させた
際の BKCa チャネルの V1/2 は、BKα単独発現時と比較して有意に過分極シフトした（図
10）。そして、この結果は LNCaP 細胞における過去の報告と一致する(Yan & Aldrich, 
2010)。 
気管支平滑筋の V1/2は約-14 mV であり、BKα+β1+γ1（15 mV）と BKα+γ1（-23 mV）
の間にあり、BKα+γ1 に比較的近い値を示した。BKβ1 と BKγ1 が共存する場合には、同
じ BKCa チャネル複合体に結合すると考えられている(Gonzalez-Perez et al., 2014)。しか
し、その際に BKCa チャネル活性に対してどのような影響を与えるかという点に関して
は、議論が 2 つに分かれている。1 つ目は、BKβ1 が BKγ1 の作用を打ち消すという説
(Yan & Aldrich, 2010)、2 つ目は、BKβ1 と BKγ1 の作用は相加的であるという説(Gonzalez-
Perez et al., 2014)である。今回の結果では、BKα+γ1 では、BKγ1 と結合した BKαのみで
あるため、V1/2は最も低電位であったと考えられる。気管支平滑筋では、BKαとβ1、γ1
の三分子が共存しており、V1/2 が BKα+γ1 よりも脱分極側にシフトした。そして、
BKα+β1+γ1 ではさらに脱分極側にシフトした。この結果から、気管支平滑筋と
BKα+β1+γ1 では BKβ1 の発現によって、BKγ1 による BKCa チャネル活性化の作用が減
弱したと考えられる。また、その抑制の度合いが異なるのは BKβ1 の発現量の違いが原
因であると考えられる。 
以上の結果から、BKβ1 の発現により BKγ1 の BKCa チャネル活性化作用は抑制される
可能性が示唆された。この抑制作用機構として、BKβ1 の発現により BKγ1 の BKCa チャ
ネルへの結合の阻害、BKβ1 と BKγ1 が同じ BKCa チャネルに結合することによる BKγ1








1） 本研究における Whole-cell patch clamp 法を用いた気管支平滑筋と大動脈平滑筋の
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BKCa チャネル活性の解析では、[Ca2+]i=10 nM で実験を行った。この条件では、
BKα単独および BKα+BKβ1 からなる BKCaチャネルはほとんど活性化されないた
め、本研究の実験条件においては気管支平滑筋と大動脈平滑筋の BKαおよび

















気管支平滑筋における MTX の作用 
mBSMC と mASMC における BKCa チャネルの MTX に対する感受性を比較した結果、
mBSMC では MTX の感受性が低いことが示された（図 11）。MTX は BKCa チャネルの
活性化薬であるが、BKγ1 の発現によりその BKCa チャネル活性化作用が減弱する
(Almassy & Begenisich, 2012; Guan et al., 2017)。この結果は、mBSMC における BKγ1 の
発現を示唆している。しかし、Goldklang らは、MTX が気道平滑筋を弛緩させることで
喘息症状を抑制することを報告している(Goldklang et al., 2013)。本研究における結果は、
この報告と一致しなかった。その理由として、Goldklang らは、マウスまたはヒトの気
道平滑筋を使用している点が挙げられる。本研究では、マウスの気管支平滑筋を使用し
ており、図 5C に示すように気道平滑筋と比較して気管支平滑筋では BKγ1の発現は有











ため、その寄与は不明である。過去の報告において、気管支平滑筋では PKA および PKG を
介したリン酸により BKCaチャネルが活性化されることが報告されている（Kume et al. 1994）。
しかし、この報告における BKCa チャネルの活性化は、アドレナリンβ2 受容体刺激による
PKA および PKG の活性化を介した機構であり、今回は受容体刺激を行っていない静止状態
の気管支平滑筋を用いた実験であるため、本実験系へのリン酸化による BKCa チャネル活性
化の寄与の可能性は低いと考えられる。また、この報告において PKA および PKG により
BKCaチャネルが活性化された場合の V1/2は、活性化される前と比較して約 12 mV 過分極側
にシフトすると示されている。このシフトは、本実験における BKγ1 によるものよりも小さ
いため、本実験ではその影響がマスキングされた可能性も考えられる。気管支平滑筋におけ
るスプライシングおよびリン酸化の BKCa チャネル活性に対する寄与と BKγ1 の寄与との関
連は、今後検討していく必要があると考えられる。 
 
BKγ1 とアドレナリンβ2受容体作動薬およびムスカリン M2受容体作動薬の関連 
気管支平滑筋における BKCa チャネルは、アドレナリンβ2 受容体作動薬とムスカリン
M2受容体作動薬により、それぞれ活性化または不活性化される(Kume et al., 1994; Zhou 















2-2 BKγ1 との結合により BKαの分子挙動が安定化する。 
BKβ1 に関する報告として BKαと BKβ1 を共発現させることで、BKαの細胞膜上での
拡散係数が減少することが報告されている(Yamamura et al., 2012)。そこで、BKγ1 との
共発現による BKα粒子の拡散係数への影響を調べた。BKα-γ1 fusion 体を HEK293 細胞
に一過性発現させ、TIRF 顕微鏡を用いて一分子可視化を行い、BKγ1 の共発現による
BKα動態の影響を解析した。その結果、BKα単独時に比べ、BKγ1 と共局在する BKα粒
子は一点の近くに留まる傾向にあった（図 16A, B）。図 16B に示す 60 s 間の BKα粒子
の軌跡から、拡散係数（D60s）を求めた（図 16C）。BKα単独粒子に比べ、BKγ1 と共局
在している BKα粒子では、有意に拡散係数が小さくなっていることが明らかになった
（BKα alone, 0.052±0.013, n=20; co-localize, 0.01±0.006, n=10, 図 16C）。 
以上から、BKγ1 は BKαの細胞膜上での動態を制御している可能性が示唆された。 
 
2-3 要約と考察 
本研究成果より、1 つの BKCa チャネル複合体において、BKγ1 が最大 4 分子会合する
ことが示唆された。また、BKγ1 サブユニットとの複合体形成により BKαの細胞膜にお
ける分子挙動が安定化することが示された。以上の結果から、BKCa チャネルに対する







図 16. BKγ1 による BKαの動態の制御 
HEK293 細胞に BKα-γ1 fusion 体を一過性発現させ、TIRF 顕微鏡を用いて一分子可視化
を行った。（A）TIRF 顕微鏡を用いて取得した蛍光画像、（B）BKα粒子(赤)と BK γ1 粒子
(緑)の 60s 間の軌跡を示した。（C）A における a および b の粒子の動きを拡散係数(D60s)









 GFP ブリーチング法の結果より、BKγ1 が BKCa チャネル複合体に最大 4 分子会合す
することが明らかになった。BKγ1 のストイキオメトリーに関しては、1 つの BKCa チャ
ネル複合体に対して BKγ1 が 4 分子結合できることが報告されている(Gonzalez-Perez et 
al., 2014; Gonzalez-Perez et al., 2018)。本研究により得られた結果は、これらの報告と一
致する。BKγ1 が BKCa チャネル複合体に対して複数分子結合できるということから、
BKβ1 と同様に BKCa チャネル複合体に対する BKγ1 の結合分子数によって BKCa チャネ
ル活性の多様性を生み出している可能性が考えられる。しかし、BKγ1 が 1 分子結合す
るだけで、BKCaチャネルに対して最大の活性化作用を示す（all-or-none の作用）ことが
報告されており(Gonzalez-Perez et al., 2014)、この点に関しては更なる検討が必要である。 
 
BKαの分子挙動とイオンチャネル活性との関連 
 生細胞における BKγ1 発現による BKαの分子挙動への影響の解析の結果、BKαの拡
散係数は、BKγ1 の発現によって減少した。BKβ1も同様にΒΚαの分子挙動を安定化させ
ることが報告されている(Yamamura et al., 2012)。 
 BKαの分子挙動と BKCa チャネル活性との関係は、明らかになっていない。神経細胞
のシナプスでは、VDCC の拡散係数が減少することで VDCC による Ca2+流入が増加す
ることが報告されており、イオンチャネルの分子挙動の安定化によるチャネルの活性亢









考えにくい。以上から、BKγ1 による BKαの分子挙動の安定化には、BKγ1 の細胞膜上もし
くは細胞内の分子との相互作用が寄与していることが推測される。 




パク質である Cytokeratin と相互作用していることが報告されている（Liu et al., Oncogene, 





メイン）に局在化することが報告されている(Fujita et al., 2006)。また、神経細胞に発現する
電位依存性 Ca2+チャネルは、C 末端領域がエキソサイトーシスの際にシナプスに接近した
シナプス小胞と結合することで、シナプスの活性化領域に固定化され、エキソサイトーシス
に必要な Ca2+を効率的に供給していることが知られている(Heck et al., 2019)。このようにア
ンカータンパク質は、細胞の特定の領域に局在化されることで、効率的な生理現象に寄与し





 本研究成果は、組織特異的な BKCa チャネル修飾サブユニットによる活性化機構の理





3. ヒト膵神経内分泌腫瘍由来 QGP-1 細胞における BKCaチャネルの機能解析 
 
3-1 QGP-1 細胞において、BKCaチャネルが機能発現している。 
 QGP-1 細胞において、Whole-cell patch clamp 法を用いて BKCa チャネルの電流測定を
行った。細胞内 Ca2+濃度[Ca2+]iを 300 nM（pCa 6.5）に固定し、BKCaチャネルが十分に
活性化される条件で測定を行った。その結果、観察された電流は BKCa チャネル阻害薬
である Paxilline（PAX）によって抑制された（図 17A-C）。BKCa チャネルは、脱分極と
[Ca2+]i によって活性化されるため、QGP-1 細胞における[Ca2+]i 依存性を調べた。[Ca2+]i





図 17. QGP-1 細胞における BKCaチャネル電流 
（A）QGP-1 細胞における pCa 6.5（300 nM）での電流原図、（B）QGP-1 細胞における
PAX 適用前（Control）及び PAX 適用後の電流-電圧曲線（n=4）、（C）B の QGP-1 細胞
における PAX 適用前（Control）及び PAX 適用後の+60 mV での電流密度、*p< 0.05 vs. 
Control、（D）QGP-1 細胞における pCa 8.0（10 nM）での電流原図、（E）QGP-1 細胞
における PAX 適用前（Control）及び PAX 適用後の電流-電圧曲線（n=4）、（F）E の QGP-
1 細胞における PAX 適用前（Control）及び PAX 適用後の+50 mV での電流密度（n=4）、
*p<0.05 vs. Control。 
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3-2 QGP-1 細胞において、BKγ1 が発現している。 
QGP-1 細胞において、BKCa チャネル構成サブユニットの発現解析を行った。Real-time 
PCR 法の結果より、BKα, β2-4, γ1 の発現が明らかとなった（n=4、図 18A）。BKβに関し
ては、既に多くの分泌細胞においてその発現が報告されている(Xia et al., 1999)。そのた
め、本研究では、新たに発現が明らかとなった BKγ1 に着目した。Western blot 法の結
果、QGP-1 細胞において BKαおよび BKγ1 のタンパク質レベルでの発現が明らかとな




以上から、QGP-1 細胞において BKCaチャネルが発現していることが明らかになった。 
 
図 18. QGP-1 細胞における BKCaチャネル構成サブユニットの
発現解析 
（A）Real-time PCR 法による QGP-1 細胞における BKCaチャ
ネル構成サブユニットの発現解析（n=4）、（B）Western blot 法
を用いた QGP-1 細胞における BKα、γ1、β-actin の発現解析、
（C）QGP-1 細胞に対して BKαと BKγ1 の二重免疫染色法を行
い TIRF 顕微鏡で取得した蛍光画像、緑が BKα、赤が BKγ1、





3-3 QGP-1 細胞における BKγ1 ノックダウンにより BKCaチャネル活性が減弱する。 
QGP-1 細胞における BKγ1 の機能を明らかにするために、BKγ1 特異的 siRNA 配列
（siBKγ1）を QGP-1 細胞に導入し、BKγ1 のノックダウンを行った。Real-time PCR 法お
よび Western blot 法により BKγ1 の発現解析を行った。その結果、siBKγ1 により BKγ1
の mRNA およびタンパク質発現量が減少した（図 19A-C）。また、[Ca2+]i=10 nM の条件
において Whole-cell patch clamp 法を用いて電流測定を行った。その結果、siControl と比
較して、siBKγ1 では PAX 感受性電流が減少した（図 19D, E）。以上の結果から、QGP-








現量の変化を解析した（A: n=5、C: n=4、*p<0.05 vs. siControl）。（D）Whole-cell 
patch clamp法を用いたpCa 8.0における電流測定の原図。（E）PAX感受性電流-電圧
曲線（n=5）、*p<0.05 vs. siControl。 
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3-4 QGP-1 細胞において BKγ1 ノックダウンにより SOCE が減少する。 
BKγ1 のノックダウンにより細胞機能への影響を調べるために、多くの細胞種で細胞
増殖を亢進することが報告されている store-operated Ca2+ entry（SOCE）の分子実体であ
る Orai/STIM に着目した(Chen et al., 2016)。Real-time PCR 法の結果、siControl と比較し
て、siBKγ1 における Orai1-3 及び STIM2 の発現に変化はほとんど認められなかった（図
20A）。次に、fluo-4 AM 体を用いて Ca2+イメージングを行い、BKγ1 ノックダウンによ
る SOCE の大きさの変化を解析した。その結果、siBKγ1 において SOCE の peak 相が減
少した（図 20B, C）。以上の結果から、BKγ1 のノックダウンにより、SOCE が減少する
ことが明らかになった。 
 
3-5 QGP-1 細胞において BKγ1 ノックダウンにより細胞増殖が抑制される。 
BKγ1 の細胞増殖に対する寄与を明らかにするために、Operetta system を用いた細胞
増殖測定を行った。細胞核を Hoechist33342 で染色し、Operetta を用いて算出した細胞











数を規格化した。まず、QGP-1 細胞における BKCa チャネルと SOCE の細胞増殖に対す
る寄与を薬理学的に調べた。10 µM PAX および 10 µM YM58483 を適用し、Operetta で
解析を行った結果、両群ともに Control と比較して QGP-1 細胞の増殖が抑制された（図
21A、B）。 
次に、BKγ1 ノックダウンによる細胞増殖に対する影響を調べるために、同様に
Operetta を用いて細胞増殖測定を行った。その結果、siControl と比較して siBKγ1 では細
胞増殖が抑制された（図 21C）。さらに、BKγ1 ノックダウンによる Bromodeoxyuridine
（BrdU）の取り込み率への影響を解析した。BrdU はチミジンの合成アナログであり、
細胞周期の S 期における DNA 複製の際に、チミジンの代わりに DNA に取り込まれる
ため、BrdU の取り込み率は S 期に移行した細胞の割合を表す。72 h において、QGP-1
細胞の培養液中に BrdU を添加して取り込ませた後、BrdU 特異的抗体および
Hoechist33342 を用いて染色し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて画像を取得した。取得
した画像から、ImageJ を用いて細胞数および BrdU 陽性細胞数をそれぞれ算出した。
BrdU 陽性細胞数を全細胞数で割ることで、BrdU 陽性細胞の割合を得た（図 21D）。そ














本研究成果より、QGP-1 細胞において BKγ1 が発現し、BKCaチャネル活性を亢進さ
せて SOCE を増強することで、細胞増殖を促進していることが示唆された（図 22）。 
 
QGP-1 細胞におけるβサブユニットの発現に関して 
発現解析の結果より、QGP-1 細胞では BKγ1 以外にβ2 及びβ3、β4 が発現しているこ
とが明らかになった（図 17）。この 3 つの BKβは、BKCa チャネル活性化作用を持つ
が、比較的高い[Ca2+]iの条件において活性化が可能となる(Haworth & Brackenbury, 








の 2 つが考えられた。1 つ目は、BKCaチャネル非依存的な BKγ1 による転写制御の抑制、
2 つ目は、BKCa チャネル活性低下による膜電位の脱分極を介した SOCE の減少である。 
1 つ目の BKCa チャネル非依存的な転写制御とは、BKγ1 が直接的に NF-κB の活性化
を抑制するという経路である(Liu et al., 2012)。この経路では、BKγ1 はがん細胞に対し
て抑制的に働くため、BKγ1 のノックダウンにより細胞増殖が促進されると推測される。
したがって、今回の結果と一致せず、QGP-1 細胞において BKγ1 は BKCa チャネル非依
存的な転写制御機構を介して、細胞増殖に関与していないと考えられる。また、BKγ1 に
よる転写制御では、小胞体膜上に発現するBKγ1が関与すると考えられている。しかし、











なかった（図 17D）。したがって、QGP-1 細胞では BKγ1 は BKCaチャネル修飾サブユニ
ットとして機能し、細胞増殖を制御していると考えられる。 
次に、2 つ目の SOCE を介した細胞増殖の抑制は、BKCa チャネル活性低下により膜電
位が脱分極することで電気的駆動力が減弱し、電気勾配に比例する SOCE が抑制される
という経路である(Funabashi et al., 2010)。SOCE は、カルモジュリンキナーゼを活性化
し、Cyclin-dependent kinase をリン酸化することで、Cyclin E による細胞周期の G1 期か
ら S 期への移行を促進する(Chen et al., 2016)。Real-time PCR 法の結果より、siControl と
比較して、siBKγ1 において Orai1-3、STIM2 の発現に変化は認められなかった（図 20A）。 
一方で STIM1 の発現は増加した。しかし、STIM1 の発現変化は非常に小さく、過去の
報告において、STIM1 単独の過剰発現によって SOCE は増強されないことが示されて
いる(Yuan et al., 2009)。そのため、この STIM1 の発現変化による SOCE への影響はほと
んどないと考えられる。 
fluo-4 AM 体を用いた Ca2+イメージングによる SOCE の解析の結果、siControl と比較
して siBKγ1 では SOCE の peak 相が減少した（図 20B, C）。この理由として、まず SOCE
に対する直接的な影響が考えられる。しかし、発現解析の結果より、上述のように siBKγ1
の導入により Orai および STIM の発現量への影響はほとんどないと考えられるため、
SOCE に対して直接的な影響を与えた可能性は低いと考えられる。したがって、siBKγ1
による SOCE の減少は、BKCa チャネル活性の低下が原因であると考えられる。軟骨細
胞では、BKCa チャネルの活性化による細胞膜の過分極が、電気的駆動力を生み出し、
SOCE を増大させることが報告されている(Funabashi et al., 2010)。よって、QGP-1 細胞
において siBKγ1 による SOCE の減少は、BKCa チャネル活性低下による電気的駆動力の
減弱が原因であると考えられる。 
 
QGP-1 細胞における SOCE を介した細胞増殖促進機構 
QGP-1 細胞を含む膵内分泌腫瘍細胞の細胞増殖は、PI3K/AKT/mTOR 経路を介して促
進されていることが報告されている（Zhou et al., 2019）。また、前立腺がん細胞におい
て、SOCE が AKT/mTOR 経路の活性化を介して、細胞増殖を促進していることが知ら
れている(Selvaraj et al., 2016)。本研究において、siBKγ1 により SOCE が減少し、細胞増




QGP-1 細胞における VDCC による Ca2+流入および SOCE の役割 
 QGP-1 細胞における主な Ca2+流入経路として、VDCC による Ca2+流入と SOCE の 2
つが考えられる。本論では示していないが、QGP-1 細胞における発現解析の結果、VDCC
の発現が認められた。また、過去の報告において、QGP-1 細胞に対する high K+溶液に
40 
 
よる脱分極刺激によってソマトスタチンが分泌されることから(Iguchi et al., 1990)、脱分
極により活性化するVDCCはソマトスタチン分泌に寄与していると考えられる。一方、
今回の実験で QGP-1 において SOCE が細胞増殖に寄与することが明らかになった。 
QGP-1 細胞において BKCa チャネルの活性化による過分極は、VDCC を介した Ca2+流
入を抑制し、SOCE は促進するという相反する現象を引き起こすと考えられる。この 2





BKγ1 の発現は、前立腺がん細胞株（LNCaP 細胞）や乳がん細胞株（MCF-7 細胞）に
おいて発現が既に報告されている。したがって、すべてのがん細胞に普遍的ではないが








BKCa チャネルおよびその修飾サブユニットである BKγ1 の機能発現が明らかとなった。






4. 気管支平滑筋において、BKγ1 サブユニットが BKCa チャネル修飾サブユニットと






5. １つの BKCaチャネル複合体において、BKγ1 は最大 4 分子会合することが示唆され
た。また、BKγ1 サブユニットとの複合体形成により BKαの分子挙動が安定化する
ことが示された。 
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